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Resumen

Los mosquitos son importantes desde el punto de vista de salud publica, debido a su
desempefio como vectores y reservorios de arbovirus, muchas especies vehiculizan diferentes
protozoarios, nematodes y virus que provocan diferentes enfermedades en animales, causando
pérdidas econémicas y poniendo en riesgo la vida humana. Las enfermedades transmitidas por
los individuos pertenecientes al complejo Culex Pipiens y que hasta el momento fueron
aislados sus respectivos patdgenos son: diferentes tipos de filariasis linfaticas; en Argentina se
detecto Dirofilaria immitis en Culex pipiens y Culex quinquefasciatus con Encefalitis de San
Luis. Ademas en otras partes del mundo se aislaron particulas virales de Encefalitis de Japdn,
y Virus del Nilo Occidental. También fue detectado en esta especie Plasmodium relictum,
causante de la enfermedad Malaria aviar. EI método mas efectivo para combatir estas
enfermedades es por medio del control de vectores. Asi conocer la distribucion biogeografia de
este complejo es de vital importancia para luego poder llevar a cabo planes de manejo. El
presente trabajo tiene como objetivo detectar la presencia de los integrantes del complejo,
mediante los indices mofométricos DV/D e Indice del Sifon, en cinco localidades de la
provincia de La Pampa, Santa Rosa, Winifreda, Eduardo Castex, General Pico y Realico.
Ademas de obtener en condiciones de laboratorio hibridos entre Culex pipiens y Culex
quinguefasciatus. Se detecto la presencia de Culex pipiens, primer registro deesta especie para
la provincia, Culex quinquefasciatus e hibridos entre ambos. Se registrd autdgenia por parte de

cohortes de Culex pipiens e hibridos.



Abstract

Mosquitoes are important from the standpoint of public health due to his role as arbovirus
vectors and reservoirs, many species of mosquitoes transmit protozoa different, nematodes and
viruses that cause various diseases in animals, causing economic losses and threaten human
life. Diseases transmitted by persons belonging to Culex Pipiens complex and their respective
pathogens were isolated until now are: different types of lymphatic filariasis, in Argentina
Dirofilaria immitis was detected in Culex pipiens and Culex quinquefasciatus with St. Louis
encephalitis. Also in other parts of the world, viral particles of Japanese encephalitis and West
Nile Virus were detected. In addition in this species, Plasmodium relictum was detected,
disease causing avian malaria. The most effective method to combat these diseases through
vector control. Thus knowing the biogeography distribution of this complex is of vital
importance to later carry out management plans. This study aims to detect the presence of
members of the Culex Pipiens complex, with the Morphometric Indexes: DV/D and Siphon
Index in five localities in the La Pampa province , Santa Rosa, Winifreda, Castex, General
Pico and Realicé. Besides getting in conditions laboratory hybrids between Culex pipiens and
Culex quinquefasciatus. It detected the presence of Culex pipiens, new record to the province,
Culex quinquefasciatus and hybrids between them. Autogeny was recorded by cohorts of
Culex pipiens and hybrids.
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DETECCION DE HIBRIDOS ENTRE CULEX PIPIENS Y CULEX
QUINQUEFASCIATUS (DIPTERA: CULICIDAE) EN LOCALIDADES
DEL NORESTE DE LA PROVINCIA DE LA PAMPA, ARGENTINA

1 INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas generales de Dipteros

Los vulgarmente llamados mosquitos, corresponden a insectos del orden Dipteros y de la
familia Culicidae (Hexapoda: Diptera). Los Dipteros adultos presentan externamente una
cabeza fuertemente esclerotizada con respecto al resto del cuerpo y ambas regiones se unen
por un cuello membranoso y flexible; poseen un par 0jos compuestos que pueden ser
holdpticos o merdpticos segun el grupo; las antenas se encuentran en los margenes de éstos y
pueden ser aristadas o filiformes. La region del vertex puede presentar tres ocelos medios
dispuestos en un tubérculo y el occipucio puede ser aplanado o concavo.

El aparato bucal esta adaptado para succionar y forma una proboscide o rostro que puede ser
mas 0 menos elongada y a veces incorpora tanto el labro como el clipeo, hay varios tipos de
piezas bucales, cuya forma y funcién dependen del habito alimenticio del grupo, siendo
chupador, cortador-chupador, masticador-lamedor y picador-suctor.

Presentan modificaciones en la region toracica, el protérax y metatérax estan fuertemente
reducidos y el mesotérax se presenta mas desarrollado y alargado, en €l se acomodan los
musculos del vuelo del Unico par de alas funcionales presentes en estos organismos. El
pronoto estd claramente dividido en pronoto anterior y pronoto posterior, el primero forma
mas desarrollado en familias como Tipulidae y Bibionidae, donde forma un estrecho collar. El
mesotdrax esta representado dorsalmente en su totalidad por el escudo el cual puede estar
dividido por una sutura en “V” en prescudo y escudo, por ejemplo en Tipulidae, en el
Suborden Nematocera y algunos Orthorrapha, se diferencia un esclerito paraterguito que es un

vestigio del verdadero prescutelo. EI mesopleuron se encuentra dividido verticalmente por la
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sutura pleural que comienzan en la base de las alas hasta las coxas y puede presentar varios
escleritos. Las alas funcionales se encuentran en el mesotorax, son membranosas e hialinas, en
cambio las del metatorax se encuentran reducidas a estructuras en forma de clava
denominadas salterios. Presentan varios escleritos: los mas conspicuos son la tégula situados
en la base del margen anterior y adyacente a éste, se encuentra la placa humeral, presenta
ademaés tres lobulos, el superior, inferior y el &lula o l6bulo axilar donde se diferencia la
incision axilar que interviene en el plegado del ala; la venacion es diferente para cada género y
especies y la disposicion de macroquetas y microquetas son de valor taxondémico a nivel
genérico. Las patas presentan diversidad de formas: basicamente estdn compuestas por cuatro
segmentos, la coxa que generalmente se encuentra fusionada al pleuron; el fémur, tibia y tarso,
el cual generalmente esta formado por cinco tarsomeros. EI abdomen estd poco esclerotizado y
en algunas familias puede ser telescopable de los segmentos terminales. Las estructuras mas
prominentes son los espirdculos que se encuentran en los margenes laterales de cada terguito
abdominal, los orificios genitales, el ano y los cercos. Primitivamente los Dipteros
presentaban 11 segmentos pero el segmento X1 y X se fusionan para formar el proctiger y los
grupos superiores de este orden hay una tendencia a fusionarse el segmentos 1 y 11.

Los huevos generalmente pueden ser puestos en grupos, inmersos dentro de una matriz
gelatinosa o como en algunos Culicidos que los agrupan en masas regulares Ilamadas balsas en
forma individual, generalmente presentan una pared palida y delgada aungque también pueden
presentar un corion ornamentado; dichos huevos son estructuras de resistencia con una
viabilidad de hasta dos afios en condiciones adversas.

Las larvas son generalmente apodas pero en algunas familias pueden poseer pseudopodios, el
cuerpo suelen ser alargado y cilindrico y se las puede diferenciar segin el desarrollo de su
cabeza en eucéfalas, hemicéfalas y acéfalas. Pueden estar adaptadas para desarrollarse en
diferentes ambientes tanto acuaticos como terrestres, presentan los tres segmentos toracicos
fusionados y los ocho segmentos abdominales claramente visibles, ademas presentan
quetotaxia de relevancia taxondmica a nivel especifico, algunas especies presentan espiraculos
tanto en el meso como en el metatorax, en algunos grupos acuaticos estos son rudimentarios y
presentan papilas anales o branquias externas o respiran tomando aire del medio terrestre por

medio de un sifon respiratorio en cuyo extremo distal se abre un espiraculo.



Las pupas en dipteros son generalmente inmoviles a excepcion de Culicomorpha cuyas pupas
son acudticas y se desplazan por fuertes movimientos abdominales, en la mayoria de
Nematocera y Orthorrapha son obtectas (CSIRO, 1991).

1.2 Morfologia externa de Culicidae

La familia Culicidae, pertenecientes al suborden Nematocera (Infraorden Culicomorpha),
caracterizados por presentar antenas que marcan un dimorfismo sexual, en los machos las
antenas son plumosas y en las hembras, son filiformes y estan formadas por tres segmentos, el
escapo que es corto; el pedicelo con el 6rgano de Johnston méas desarrollado en machos y el
flagelo compuestos por 13 flagelomeros, las presencia o ausencia, forma y nimero de setas en
los flagelomeros, son caracteres especificos (Rossi et al., 2002). En la region del vértex no
presentan ocelos medios y el occipucio es concavo, en éste se encuentran escamas cuya
morfologia son de valor taxondémico, que pueden ser bifurcadas, erectas, claras, oscuras, etc.
El aparato bucal es del tipo picador-suctor: el orden y forma en que se disponen estas piezas
permiten que formen dos conductos, el conducto alimenticio y el conductos salival, el primero
esta delimitado dorsalmente por el labrum y ventralmente por la superposicion de las
mandibulas, el segundo esta formado por una fuerte depresion en la hipofaringe que se abre
basalmente, por debajo de éste se encuentran las lacinias y su vez todas estas se encuentran
recubiertas por el labium, que se comporta a modo de vaina (Fig.1), a cada lado de la
proboscide se pueden visualizar dos palpos maxilares que en hembras son cortos (tanto como
un cuarto o menos de la longitud de la probdscide) a excepcidn de machos donde es casi tan
largo como la proboéscide, los de ambos sexoa constan de 5 palpdmeros cada uno.

El protérax tiene un escaso desarrollo y el pronoto forma un par de Iébulos, los 16bulos
antepronotales (Fig. 2) cuyo tamafio es de valor taxondmico (Darsie, 1985), en cambio el
pronoto posterior estd menos desarrollado y generalmente se lo encuentra intimamente
asociado al mesonoto para formar el postpronoto.

En el mesotorax se pueden diferenciar varia zonas dentro del escudo, estas son: area antealar,
area supralar, area preescutelar, ademas poseen hileras de cerdas que se encuentran en el
centro del escudo llamadas cerdas acrosticales y en posicion lateral presentan las cerdas

dorsocentrales.



El mesopleuron que estd comprendido por el mesanepisterno, el cual presenta el espiraculo
mesotoracico, el &rea preespiracular, area postespiracular, mesanepisterno posterior y el
mesokatepisterno. Las alas se encuentran en el mesotorax, un par funciona y el segundo
atrofiado llamado halterio, la venacion del ala presenta un dibujo particular, nombrando desde
la region anterior hacia la posterior primero esté la vena costa que comienza en la base del ala
hasta el apice, luego sigue la subcosta que recorre el ala paralelamente a la vena costa y se une
a esta por delante de la zona media del ala, la vena radial comienza a la misma altura que la
vena subcostal, esta se divide en la vena R1, que llega hasta el apice alar, y la vena sector
radial, esta Ultima se divide en la vena R 2+3 y R 4+5,que a su vez la vena R 2+3 se divide en
la vena R2 y R3, asi como la vena R4+5 se divide en vena R4 y vena R5. Luego esta la vena
medial que se bifurca distalmente en la vena M 1+2 y vena M 3+4. Por debajo de la vena
Medial se encuentra la vena Cubital la cual se ramifica en la vena Cubital 1 y Cubital 2 y por
ultimo sigue la Vena anal. Hay dos venas transversales la vena Radio medial y la vena Medio
cubital, la primera se encuentra entre la vena R 4+5 y la Medial antes de la bifurcacién de la
medial y después de la radicacion del sector radial y la mediocubital se encuentra entre la
Medial y la Cubita 1 antes de la division de la Medial. Las células presente formadas por la
venacion del ala son: la célula costal, célula subcostal, las células radial 1, 2, 3 y 5, luego estan
las células Medial 2 y Medial 4, por Gltimo la células cubital 1 y cubital 2 (fig. 3). Las patas
son delgadas y fragiles, estan recubiertas de escamas y setas, que permiten discriminar entre
diferentes géneros y/o especies, son constituidas por 5 segmentos que se unen al mesopleuron
a partir de las coxas, éstas se articulan al fémur por medio de los trocanter, luego sigue la tibia
que se une al tarso, este ultimo esta compuesto por 5 tarsomeros, el mas distal de éstos lleva
dos ufias y por debajo de las ufias presentan un par de almohadillas que son los pulvillos, sélo
en algunos géneros.

El abdomen de los culicidos estad formado por 10 segmentos débilmente esclerotizados, cada
segmento esta constituido por un terguito de posicion dorsal que se expande brevemente hacia
los laterales denominandose lateroterguito al del primer terguito, un esternito ventral y los
laterales estan cubierto por las membranas pleurales, las cuales le dan al abdomen la capacidad
de expandirse cuando el mosquito ingiere sangre. Los segmentos abdominales comprendidos
desde el segmento | hasta el VIII, inclusive, son visibles y los Gltimos dos segmentos se
encuentran retraidos dentro del abdomen siendo los cercos las Unicas estructuras conspicuas

del segmento X en algunas especies (Rossi et al., 2002). Estos segmentos se modifican para
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constituir la genitalia, en los adultos machos en los cuales la morfologia y estructura de dicha
genitalia es muy importante para determinar especies y subespecies, estd compuesta por tres
estructuras dos gonocoxitos, son mas o menos cilindricos que flanquean al Protiger y el
phallosoma, en vista dorsal se visualiza primero el Protiger y detras al phallosoma. El
gonocoxito presenta un lobulo en posicion superior del margen interno que se denomina
16bulo superior que presenta setas denominadas con letras, “a” para la seta mas basal hasta la
“h” para la seta apical, las que pueden o no estar todas presentes. Estas pueden variar en
tamafo y forma que es propio de cada especie. Por Gltimo el gonocoxito presenta en su apice
el gonostilo, curvo y laminar, que a su vez termina en una estructura en forma de ufia llamada
garra del gonostilo. EI Protiger esta, formado por varias piezas, en su base presenta el tergo X,
sobre éste descansa una estructura mas o menos columnar denominada paraprocto, que en su
base se expande lateralmente formando el brazo lateral basal y en el apice presenta la corona
del paraprocto, paralelamente la cara interna del paraprocto se encuentra el escelerito cercal.
El phalosoma estd compuesto por una pieza basal y sobre esta se sitGa el plato lateral el cual
tiene prolongaciones fuertemente esclerotizadas que son variables de una especia a otra y se
denominan brazo dorsal, brazos laterales y el brazo ventral, el nombre mismo da idea de la
ubicacién en que se encuentran en el plato lateral. Por ultimo se encuentra el tergo 1X que se
presenta a modo de cinturén y se sujeta en la base de los dos gonocoxitos, la presencia de
cerdas y l6bulos en este tergo es caracteristico algunos géneros. En Fig. 4 se detallan las partes
componentes de la genitalia de Culicidos, especificamente de Culex pipiens. (Bram, 1967;
Edwars, 1920; Harbach et al., 1986; Knight y Laffoon, 1971).

Las hembras para poder realizar la oviposicion deben ingerir grandes cantidades de proteinas
para poder generar el huevo. Satisfacen esta necesidad mediante la actividad hematofagica y
cada especie tiene preferencia por un hospedador en particular, también pueden no presentar
diversos hospedadores, en estos casos son consideradas especies generalistas (Almirén y
Brewer, 1995). La eleccion de hébitat para realizar la postura de huevos, varia de una especie
a otra asi como la forma en la que realizan la oviposicion, pueden ponerlos individualmente
sobre el agua, como el género Anopheles o sobre superficies himedas que sean propensas a
inundarse y cuando esto ocurre recomienzan a desarrollarse el embrion y eclosionan, ya que
cuando ponen los huevos comienza el desarrollo y se estaciona, la larva o embrién entra en
aquiescencia o reposo cuando baja el tenor de humedad, esto es caracteristico en los géneros

Aedes, Ochlerotatus y Psorophora o pueden oviponer sobre la superficie del agua, en forma
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individual (Anopheles) o en masas compactas de huevos llamadas balsas (género Culex y
Uranotaenia), otros ponen los huevos adhiriéndolos a las raices de plantas sumergidas
(Mansonia, Coquillettida). Los huevos son pequefios de de unos 0.6 a 0.8 mm, variando el
tamafo entre las especies e inclusive dentro de éstas y la cubierta es de color claro
oscureciéndose con el pasar de las horas (Rossi et al., 2002).

Una vez eclosionados los huevos, las larvas pasan por cuatro estadios en su desarrollo antes de
alcanzar el estado de pupa, diferenciandose por su tamario, ademas adquieren un desarrollo
completo de las setas y del sifon respiratorio, estructuras utilizadas en la diferenciacion
especifica e intraespecifica, por este motivo las descripciones de las larvas se basaran en las de
cuarto estadio.

Las larvas presentan la cabeza fuertemente esclerotizada a diferencia del cuerpo, en posicién
ventral se encuentran las piezas bucales que estan recubiertas de grandes setas, impidiendo
diferenciar con claridad a la mandibula, maxila y palpos, en posicion anterolateral a estas
partes bucales se encuentran los cepillos bucales, ventralmente presenta el menton y
dorsalmente el labro. Las antenas varian en forma y tamario, las que parten de la prominencia
antenal. Las divisiones del térax no son facilmente diferenciables pero presentan pares de setas
y\o espiculas Unicas para el pro, meso y metatorax. EI abdomen consiste en diez segmentos.
En los ocho primeros segmentos no hay ninguna estructura diferenciada pero cada especie
posee pares de setas que las caracterizan, los tres Ultimos segmentos estan modificados de tal
forma que intervienen en la respiracion en el caso del segmento IX, en éste se observa el sifon
de forma de cono con distintas variantes y en su mitad basal estan presentes una seria de
espinas Ilamadas pecten, faltando en algunos grupos, las cerdas laterodorsales posicionadas
entre el dorso y los laterales, ademas en el extremo distal se abre el espiraculo con su aparato
espiracular. En el segmento VI lateralmente suele encontrarse el peine formado por una serie
de espinas aserradas o0 no dependiendo del genero.

En el segmento X, denominado segmento anal, se abre el poro anal rodeado de uno o dos
pares de papilas anales, sobre este hay un esclerito prominente que se denomina silla de
montar que pueden o no rodear completamente el segmento x y de un grupo de barras
esclerotizadas llamadas red, parten las cerdas 4-X o brocha ventral que son un grupos de

cerdas muy desarrolladas y vigorosamente esclerotizada (Darsie, 1985).



a) Canal alimenticio.

b) Mandibula.

¢) Lacinia.

d) Hipofaringe.

e) Ranura Labial.

f) Labrum.

g) Labium.

Fig. 1 Corte transversal de la probdscide. (CSIRO, 1991).



Ab-I- segmento abdominal 1. Mtm- Metepimero.

AM as- mesanepisterno anterior. Mtn- Metanoto.

AP- antepronoto. Mtpn- Metapostnoto.

APS- cerdas antepronotales. MtS- Espiraculo Metatoracico.
C-I- Coxa delantera. Mts- Metepisterno.

Cll- Coxa media. PA- Area postespiracular.

CllI- Coxa posterior. Pa- Paraterguito.

CV- Cervix. PaS- Cerdas prealares.

DS- Cerda dorsocentral. PeSU- Proespisternales superiores.
HI- Halterio. PM- Membrana postprocoxal.
HAY - Area hipostigial PMas- Mesanepisterno superior.
LSS- Cerdas escutelares laterales. Ppn- Postpronoto.

Mam- Mesanepimeron. PPS- Cerdas postpronotales.
Mem- Metamero. PS- Proepisterno.

MeSL- Cerdas mesanepimerales inf. PsA- Prespiracular.

Mesu- Cerdas mesanepimerales sup. PSS- Cerdas prespiraculares.
MKs- Mesokatepisterno. SA- Area subespiracular.
MkSL- Cerdas mesokatepisternales inf. SaS- Cerdas supraalares.
MKkSU- Cerdas mesokatepisternales sup. Scu- Escuto.

MPn- Mesoposnoto. SF- Fosa escutal.

MS- Espiraculo mesotoracico. SFS- Cerdas de la fosa del escuto.
Msm- Mesomero. stm- Escutelo.

MSS- Cerdas escutelares medias. W- Ala.

Fig. 2 Vista lateral del torax. Las siglas corresponden a las abreviaciones en ingles. (Darsie,
1985).



A- Vena anal. m-cu- VVena transversal mediocubital.

A- Célula anal. R- Vena radial.

R- Vena radial. R-Célula radial.

R- Célula radial. R;-Vena R;.

C- Vena Costa. R;-Célula Ry.

C- Célula Costa. R,- Vena R,.

Cu- Vena cubital. R,- Célula R.

Cuz- Vena Cu;s. Ro+3- Vena Ry4s.

Cuy- Célula Cus. Rs3- Vena Ra.

Cuy- Vena Cus. Rs-Célula Rs.

Cu,- Célula Cu,. Rs+s-Vena Ryss.

FS- Franja de escamas. Rs- Célula Rs.

h- Vena transversal humeral. r-m- Vena transversal radiomedial.
M- Vena medial. Rs-Vena sector radial.

M- Célula medial. Sc- Vena subcosta.

M1+2- Vena M4 Sc- Célula subcosta.

M- Célula Ms. UC- Caliptra superior.

M,.3- Vena Moy, m-cu- Vena transversal mediocubital.
Mg- Célula M.

Fig. 3 Vista dorsal del ala. Las siglas corresponden a las abreviaciones en ingles. (Darsie,
1985).



PDE

B
a-h- Cerdas del Lsa. Pla- Placa lateral.
Bla- Brazo lateral. DI- Division interna.
BVe- Brazo ventral DE- Division externa.
Bdo- Brazo dorsal. LSa- Lobulo subapical del gonocoxito.
CP- Corona del paraprocto. Par- Paramero.
EEg- Aedeago. PDE- Puente dorsal del aedeago.
Gc- Gonocoxito. Ppr- Paraprocto.
GG- Ufa del gonostilo. PVE- Puente ventral del aedeago.
Gs- Gonostilo. IX-E- Esternito.
PB- Placa basal. IX-LT- Lateroterguito.

Fig.4 A) Esquema de la genitalia masculina de Culex pipiens. B) Esquema del Falosoma.
(Pascual, 2004).
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1.2.1 Importancia sanitaria de Culicidae

Los mosquitos son importantes desde el punto de vista de salud puablica, debido a su
desempefio como vectores y reservorios de arbovirus, ademas muchas especies vehiculizan
diferentes protozoarios, nematodes y virus que provocan diferentes enfermedades en
animales, causando pérdidas econdmicas y poniendo en riesgo la vida humana ya que en
muchas ocasiones infectan mascotas que se encuentran en constante relacion con los
hombres por ejemplo: la encefalitis equina del este, el gusano del corazon o Canine
heartworm, enfermedad ocasionada por Dirofilaria immitis y transmitida por Aedes aegypti,
Culex quinquefasciatus, Ochlerotatus fluviatilis y Ochlerotatus scapularis (Vezzani et al.,
2006). La gran diversidad de especies de esta familia, permite que haya una alta variedad
de hospedadores, influyendo en la transmision de enfermedades virales y parasitarias.
Ademas, la compatibilidad génica por parte de ciertas especies de culicidos para con
determinadas cepas virales, diversidad de habitat y sumado a esto, el carécter etoldgico
hematofagico generalista en el caso de las hembras, son unos de los caracteres mas
importantes desde el punto epidemioldgico. (Forattini et al., 1987; Rossi y Almiron, 2004;
Almiréon y Brewer, 1995; Almirdn y Brewer, 1996; Service, 1996; Vezzani y Carbajo,
2008).

1.3 Complejo Culex pipiens

1.3.1 Miembros v distribucién del complejo Culex pipiens

El complejo Culex pipiens es activamente estudiado por su potencial actividad como vector
de diferentes enfermedades por lo que se les confiere una gran importancia médica y
veterinaria (Tabla 1), dado que suelen habitar en los mismo lugares que el hombre, son
especies llamadas domiciliarias como Ae. aegypti.

Las enfermedades transmitidas por los individuos pertenecientes a este complejo y que

hasta el momento fueron aislados sus respectivos patdgenos son diferentes tipos de
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filariasis linfaticas; en Argentina se detectd Dirofilaria immitis en Culex pipiens (Vezzani
et al., 2006) y Culex quinquefasciatus con Encefalitis de San Luis. Ademas en otras partes
del mundo se aislaron particulas virales de Encefalitis de Japon, Virus del Nilo Occidental,
y Virus del oeste. También fue detectado en esta especie Plasmodium relictum, causante de
la enfermedad Malaria aviar.

El complejo Pipiens estd formado por seis miembros alrededor del mundo, Culex pipiens
pipiens, el cual esta representado por dos formas pipiens y molestus, distribuidos Europa,
norte y sur de Africa, areas montafiosas de Kenya, areas no tropicales de Asia, Australia y
Ameérica del Norte a partir de latitud 39° hacia el norte (Vinogradoba, 2003) y en América
del Sur entre las latitudes 35° a 50° (Almiron et al., 1995). Culex pipiens quinquefasciatus
esta presente en areas tropicales y subtropicales de Africa, norte y sur de América, sureste
de Asia y Australia. Culex pipiens pallens se encuentra donde las distribuciones de Culex
pipiens pipiens y Culex pipiens quinquefasciatus se superponen y esta condicion se da en
América del Norte entre las latitudes 36° hasta 39°, en China entre las latitudes 28°-32°, en
la Argentina existen escasos estudios al respecto. Culex torrentium esta presente en el este
de la Region Paleartica, ademas en Europa y algunas zonas de Asia y Culex vagans habita,
Corea, Japon sur este de Rusia (Vinogradoba, 2003). Desde un punto de vista general el

Complejo Culex Pipiens es considerado cosmopolita.

Tabla 1. Capacidad vectorial del Complejo Culex Pipiens en la Argentina.

Culex SLEV 1978 Santa Fe Aislamiento  Mitchell et al.,
guinquefasciatus 1985
Culex SLEV 2002, 2003, Cordoba Aislamiento. Diaz et al.,
quinquefasciatus 2005 Deteccion 2006; 2010
molecular
Culex pipiens Dirofilaria 2006 Buenos Aires Deteccibna  Vezzanietal.,
immitis miscroscopio 2006
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1.3.2 Caracteres etoldgicos v ecofisiol6gicos

Los diferentes componentes del complejo Culex Pipiens se los puede diferenciar por una
serie de caracteres etoldgicos y ecofisioldgicos, que les brindan ventajas adaptativas en los
ambientes en los que habitan, unas de estas caracteristicas es la capacidad de entrar en
diapausa, que se denomina heterodinamos y la condicion opuesta es llamada homodinamos,
la cual consiste en la reduccion de la actividad metabolica, disminucion del desarrollo
ovarico por lo tanto una caida de la actividad hematofagica e incrementa gradualmente la
acumulacién de reservas de cuerpos de grasa de hasta un 66% del peso seco. Mediante
diferentes cruzamientos de prueba se llego la conclusién de que la diapausa es un caracter
recesivo 0 sea que no se manifiesta en la F1 y lo hace en baja proporcion en la F2, fue
demostrado para hibridos entre Culex pipiens forma pipiens y Culex pipiens forma
molestus (Vinogradoba, 2003). En consecuencia, la diapausa actuaria como un factor de
aislamiento reproductivo entre ambas formas, ya que al no poder entrar en diapausa, la F1
estaria destinada a morir con las temperaturas bajas del invierno. Otros caracteres que se
pueden apreciar en las diferentes formas y grupos del complejo son:

1) Autogenia: capacidad de realizar la oviposicion y generar el corion sin la ingesta
previa de sangre de un huésped. Las proteinas necesarias son obtenidas de reservas
generadas a partir de la alimentacion en el estado de larva. La anautogenia es
cuando las hembras necesitan alimentarse de sangre previo a la oviposicion.

2) Estenogamia: capacidad de aparearse en espacios reducidos.

3) Eurigamia: la necesidad de espacios amplios para poder llevar a cabo el
apareamiento.

4) Ornitofilia: preferencia por aves para realizar la ingesta de sangre.

5) Antropofilia: preferencia por la sangre humana.
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Tab. 2 Caracteristicas de los miembros del Complejo Culex Pipiens. (Vinogradoba, 2003)

Autogenia Stenogamia- Diapausa  Antropofilia Macho Larva
Eurygamia DV\D indice
del sifén
C. pipiens pipiens - e + + <0,2 >4,7
f. pipiens i
f. molestus + S - + <45
C.p. - S - + >0,4 <355
quinquefasciatus
C. p. pallens - e + + 0,2-0,4 4
C. p. australicus - e + -
C. torrentium - e + - 6-7
C. vagans - e + +

1.3.3 Caracteres morfolégicos

Si bien los integrantes del complejo Culex Pipiens pueden ser diferenciados por una
sustancial cantidad de caracteres etoldgicos y ecofisiologicos, también se lo puede hacer
por medio de caracteristicas morfoldgicas, calculando indices morfométricas. Las medidas
mas utilizadas son tomadas sobre dos estados diferentes de desarrollo de individuos del
complejo, la primera es el indice del sifon (1.S.), el cual consta de la relacion entre el largo
y el ancho del sifon (largo/ancho), el largo del sifon se mide desde la base de este hasta el
apice, sin tener en cuenta las valvas y el ancho se mide aproximadamente en porcion
medial del sifén donde la curvatura es mayor (Brogdon, 1981, 1984). Las mediciones se
deben realizar sobre el cuarto estadio larval, ya que en los otros estadios las diferencias del
I.S., que permiten identificar a Culex pipiens, Culex quinquefasciatus y sus hibridos, se ven

disimuladas por la variacion del ancho del sifon. Actualmente la obtencion de esta medida,
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ancho se efectla sobre la base del sifon, arrojando datos concluyentes para discriminar los
integrantes del complejo, a diferencia de la técnica utilizada por Brogdon, 1981, 1984, en
esta las mediciones del ancho del sifon, las ejecutaba sobre la porcion medial del sifon,
(Pascual, 2004). Los especimenes que presenten valores 4.3 o mayores para el I. S. se los
clasifica como Culex pipiens y los que tomen valores 3.4 0 menores para el I. S. son
identificados como Culex quinquefasciatus, los hibridos seran todos aquellos con 1.S
menores de 4.3 y mayores de 3.4 sin incluir estos valores extremos. Estas medidas son
aproximadas ya que corresponde a datos de la literatura, los que pueden variar segun los
autores y regiones, (a partir del presente trabajo se intentara obtener datos fidedignos para
la Argentina).

Otra caracteristica morfoldgica utilizada en la identificacion de los miembros del complejo
Culex pipiens es el indices morfométricos DV/D el cual consta de la relacién entre la
distancia del brazo dorsal al brazo ventral (DV) y la distancia entre los brazos ventrales
(DV/D), estas estructuras se encuentran en los platos laterales del phalosoma, los
ejemplares que presentan valores para la relacion DV/D de 0.2 0 menos, se los considera
Culex pipiens, los que tengan indices de 0.4 o mayor son identificados como Culex
quinguefasciatus y los valores de indices comprendidos entre 0.2 y 0.4 son clasificados
como formas hibridas. Estas medidas son aproximadas ya que corresponde a datos de la
literatura, los que pueden variar segun los autores y regiones, (a partir del presente trabajo
se intentara obtener datos fidedignos para la Argentina). (Jakob et al., 1980a; Jakob et al.,
1980b; Jakob et al., 1980c; Jakob y Francy, 1984; Vinogradoba, 2003). Estos indices son
los més utilizados para poder discriminar las formas hibridas entre Cx. pipiens y Cx.
quinquefasciatus (Fig. 5), pero ademas hay otras técnicas para hacerlo, puede ser por medio
frecuencia alelica de loci, en dicha técnica amplifican con PCR un determinado loci,
produciendo fragmentos de diferentes longitudes de ADN y que son caracteristicos para
cada para cada unos de los integrantes del complejo Culex Pipiens, por ejemplo los
praimers ACEquin, ACEpip y B1246s producen un fragmento de 610-pb in Cx. pipiens, un
fragmento de 274-pb en Cx. quinquefasciatus y produce los dos en hibridos. También por
analisis en la morfologia de las nervaduras del ala de ejemplares hembras, en esta técnica se

marcan puntos en las bifurcaciones de las nervaduras y en las terminaciones de estas, luego
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son analizadas las relaciones del largo de la venacion y distancias entre dichas

bifurcaciones por medio de fotografia digital (Antunes de Morais et al., 2010).

|‘D—*|‘__.'

0.8

Fig. 5 A) Genitalia Culex pipiens quinguefasciatus. B) Genitalia Culex pipiens pipiens. C)
Sifén Culex pipiens pipiens. D) Sifon Culex pipiens quinquefasciatus. (Vinigradoba, 2003).
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1.3.4 Complejo Culex Pipiens en Argentina

En la Argentina estan presentes solo dos integrantes miembros del complejo Culex Pipiens,
Cx. quinquefasciatus y Cx. pipiens, aunque los limites de su distribucion no estan
totalmente claros, si se traza una linea imaginaria que corre por el limite norte de la
provincia de Buenos Aires hasta el sur de San Juan, Culex quinquefasciatus se encuentra al
norte de ésta y Culex pipiens al sur. EI primero esté citado para las provincias de Buenos
Aires, Catamarca, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, La Rioja, Misiones, Jujuy,
Salta, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman. Culex pipiens en cambio se encuentra
citado en las provincias de Buenos Aires, Mendoza, San Luis, San Juan, Rio Negro y
Chubut (Mitchell et al., 1984). Asi el centro del pais es una zona de solapamiento entre
ambas especies y ocurrencia de formas hibrida, ya que estas fueron detectadas en Cérdoba,
en la localidad de Rosario, (Santa Fe) y La Plata, Buenos Aires (Antunes de Morais et al.,
2010). En la provincia de La Pampa no hay registros previos de Culex pipiens; pero se lo
detectd en la localidad de 9 de Julio (Buenos Aires) (Almirén et al., 1995), ciudad con una
similar ubicacién latitudinal que Santa Rosa (La Pampa). El Unico registro para la provincia
de La Pampa de Culex quinquefasciatus fue en mayo de 1986 (Carpintero y Leguizamon,
2004), pero sin especificar ningun caracter morfoldgico como 1.S o DV/V que permitiera
corroborar a que integrante del complejo pertenecian los ejemplares capturados. Por este
motivo y por la falta de trabajos de esta teméatica en La Pampa no se tiene conocimiento
alguno de la presencia y\o distribucion del complejo, pero muy probablemente sea una zona
de introgrecién debido a la deteccidn de éstos en latitudes comprendidas dentro de esta

provincia.
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2 HIPOTESIS

1) No se detectara la presencia de Culex quinquefasciatus en las localidades muestreadas.
2) Se detectara la presencia de Culex pipiens.

3) No se detectara la presencia de hibridos entre Culex quinquefasciatus y Culex pipiens en
las localidades muestreadas.

4) Sera factible la obtencion de hibridos en condiciones de laboratorio entre individuos de
Culex quinquefasciatus y Culex pipiens si se hallan en forma natural en las zonas
muestreadas.

5) Se podra observar o no la presencia de autogenia en alguna de las cruzas a efectuarse.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

1) Detectar la presencia de hibridos entre Culex pipiens y Culex quinquefasciatus en el

noreste de la provincia de la pampa.

3.2 Objetivos especificos

1) Determinar la presencia de Culex quinquefasciatus.

2) Determinar la presencia de Culex pipiens.

3) Obtener hibridos entre Culex pipiens y Culex quinquefasciatus laboratorio.

4) En caso de ser factible la obtencion de hibridos en laboratorio, se intentard determinar a
qué cruzamiento corresponden los hibridos capturados en las localidades muestreadas.

5) Detectar autogenia en las diferentes cruzas.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Area de muestreo

El estudio se llevo a cabo entre los meses de Febrero y Marzo del 2010 en las localidades
de Santa Rosa (-36° 37' 43",- 64° 17" 15"), (Departamento Capital), Winifreda (-36° 13'
37",- 64° 13' 58") , (Departamento Conhelo), Eduardo Castex (-35° 54' 57",- 64° 17' 44™)
(Departamento Conhelo), General Pico (-35° 39" 42",- 63° 44' 49") (Departamento Marac0)
y Realico (-35° 1' 59",- 64° 14' 47") (Departamento Realicd), todas las localidades forman
parte de la region noreste de la provincia de La Pampa, Argentina (Fig. 6), donde las
precipitaciones en el mes de en Enero de 2010, fueron en promedio: 32,3 mm., para el mes
de febrero fueron 131,4 mm. y en el mes de marzo fueron: 246.56 mm. Las precipitaciones
acumuladas desde el mes de enero hasta el mes de marzo del mismo afio fueron 458.2 mm.

y la temperatura promedio fue de 28.26 °C. (Servicio Meteoroldgico Nacional).
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Fig. 6 Localidades de muestreo en la provincia de La Pampa, Argentina.
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4.2 Metodologia de captura

De cada localidad se eligieron dos depdsitos de neumaticos y un cementerio municipal, (no
privados), en este Gltimo se procedidé con el vaciado de 5 recipientes pequefios como
floreros, candelabros, etc. (imagen 1). En los depdsitos de neumaticos, (Imagen 2) se utilizé
el contenido que fue filtrado por medio de un colador cuadrado de 12 cm x 12 cm de lado
(Imagen 3). El esfuerzo se midi6 por hora de filtrado de agua, el cual fue de 2 horas por
depdsito. EI método del cucharén fue utilizado en la recoleccién de larvas que se
encontraban en cuerpos de agua de gran volumen, de unos 200 |. o de mayor volumen
(Imagen 4). Por otra parte, los adultos se capturaron de manera directa con frasco aspirador,
Ademaés, se recogieron balsas de huevos y fueron puestas en recipientes de 70 ml,
rotulados, para ser trasladadas, junto a todos los especimenes del muestreo (Imagen 5), a la

camara de cria del laboratorio de la catedra de Biologia de Invertebrados 1.

— & N WA

Imagen 1. Criaderos Artificiales en cementerios.
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Imagen 3. Colador cuadrado de 12 cm x 12 cm de lado.
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Imagen 5. Recipientes de 70 ml. para transporte de balsas.
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4.3 LARVAS

4.3.1 Cria

Las larvas fueron criadas separadamente, las provenientes del cementerio y de los depdsitos
de neumaticos de cada localidad, en recipientes de 1500 ml. de volumen y con 750 ml. de
agua libre de cloro en cada uno (Imagen 6). Estas fueron alimentadas con 150 mg. y 200
mg. de alimento balanceado para pollo BB molido (Alimentos Balanceados Vitabull
S.A.C.1LA)), las condiciones en la camara de cria se mantuvieron a una temperatura de 25 +
4°C y un fotoperiodo de 14:10 hs luz/oscuridad, una vez realizada la muda de cuarto estadio
se colectaron las exuvias y fueron depositadas en tubos tipo Eppendorf en alcohol 80%
rotulados con la localidad de origen, tipo de criadero (florero, candelabro, etc. de
cementerio o depdsito de neumatico) y fecha de recoleccion, para luego realizar las
correspondientes mediciones (indice del Sifon). Antes de la emergencia de los adultos, se
separaron las pupas en recipientes de 500 ml dichos recipientes presentaban la boca
cubierta con tela mosquitera para facilitar la manipulacion de los adultos y su sacrificio a

una temperatura de -20 °C para realizar la extraccién de la genitalia.
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Imagen 6. Recipientes de 1500 ml de volumen.

4.3.2 LARVA: Obtencién del Indice del Sifén de larvas

El caracter morfoldgico medido en exuvias de larvas cuarto estadio fue el sifon, para
obtener el I. S., mediante la técnica de Brogdon (1981, 1984) modificada. El I. S. consiste
en la relacién, es decir, se divide el largo que comprende desde la base al apice del sifén
sobre la cara dorsal (sin tener en cuenta el aparato espiracular, ni las valvas espiraculares) y
el ancho del sifon (tomado en su base, a 90° con respecto a la media anteriormente tomada),
Para efectuar las mediciones del Indice del sifon (1.S.) las exuvias fueron extraidas con
pipetas plasticas de boca ancha tipo Pasteur, para evitar dafar el sifon, estas fueron
depositadas sobre un portaobjeto y se agregd una gota de alcohol 96 % cada 1 minuto
aproximadamente mientras se realizaba las mediciones, para evitar que se evapore por
completo el alcohol de la muestra, asi impidiendo el colapso del sifon y la alteracion del
I.S.. Todas las mediciones se realizaron con microscopio estereoscopico Kyowa72 X de
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aumento con ocular milimetrado (Imagen 7). Una vez finalizada las mediciones sobre la
exuvia se es coloco nuevamente en alcohol 80% dentro de su correspondiente recipiente

rotulado.

420 pm

420 um

Imagen 7. Medicion del indice del sifon.

4.4 ADULTO: Obtencion del indice Morfométrico de la genitalia masculina

Todas las larvas capturadas fueron criadas hasta la emergencia de los adultos, de los cuales
se extrajo la genitalia en los machos para calcular el indice morfométrico DV/D.

El indice DV/D consiste en la division entre la distancia entre los brazos ventrales y
dorsales del phalosoma de un mismo lado (DV) y la distancia entre los brazos dorsales del
phalosoma (V). Los pasos seguidos para realizar extraccion y acondicionamiento de la

genitalia necesarios en el calculo del indice DV/D, fueron los siguientes:

1. Corte: Se corto el abdomen de los machos adultos entre el VI y VII segmento
abdominal con una tijera.(Imagen 8)
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. Clarificacion: la porcion distal del abdomen (V, VI, VII y VII segmentos
abdominales y la genitalia), fueron colocados en una solucion de hidréxido de
potasio al 10% durante 12 horas para aclararlos. (Imagen 9)

Lavado: luego se los retird con una pipeta tipo Pasteur y colocd dentro de vidrio
reloj durante 5 minutos, con agua destila para lavar y eliminar toda la sal (KOH).
(Imagen 10)

Deshidratacion: como un paso preliminar a la medicion, se deshidrato la genitalia
pasandola por soluciones crecientes de alcohol, en caso de que hayan quedado
cristales de hidroxido de potasio junto a la genitalia. Luego de deshidratarla se

repitié el paso 3 y luego volvio a deshidratar. (Imagen 11)
Extraccion de la genitalia: con dos minucias entomoldgicas y microscopio

estereoscopico, se separo la genitalia del V y VI segmentos y se conservo junto a

ésta el segmento IX. (Imagen 12)
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Imagen 9. Porcion distal del abdomen en solucién de hidroxido de potasio al 10%.

28



Imagen 10. Porcion distal del abdomen inmerso en agua dentro de vidrio de reloj.

Imagen 11. Deshidratacion de la genitalia de macho atreves de soluciones crecientes de
alcohol.
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Imagen 12. Separacion de la genitalia del V, VI, VIl y VIII segmentos abdominal.

Luego se colocd a la genitalia sobre un portaobjeto y se le afiadié cada 1 minuto
aproximadamente una gota de alcohol al 96% mientras se realizaban las mediciones, para
evitar que se evapore por completo el alcohol de la muestra, asi impidiendo la retraccion y
alteracion de los brazos ventrales y dorsales y el DV/D respectivamente (Imagen 13) Las
mediciones de realizaron con un con microscopio Nikon YS 100 Luego se conservaron en

tubos tipo Eppendorf en alcohol 80% correctamente rotulados. (Imagen 14)
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Imagen 13. Medicion del indice morfométrico DV/D.

31



Imagen 14. Genitalia de machos en tubos tipo Eppendorf con alcohol 80% correctamente

rotulados.

4.4.1 Prueba de Cruzamiento en cAmara de cria

Los cruzamientos que se llevaron a cabo en el presente trabajo, fueron realizados con balsas
colectadas en Realico (-35° 1' 59",-64° 14' 30"), donde se recolectaron en mayor cantidad,
lo que permitiria reponer los individuos que perecian antes de efectuarse las
correspondientes cruzas. Las larvas de cada balsa recolectada fueron criadas con la
metodologia anteriormente descripta hasta llegar al estado de pupa, separando y asociando
cada exuvia con la pupa correspondiente, luego los adultos que emergieron de estas pupas

fueron procesados con la técnica anteriormente descripta. La caracterizacion a nivel
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especifica de cada cohorte se llevo a cabo mediante los indices DV/D y Sifonal de los
primeros 5 adultos machos que emergieron y cinco exuvias del cuarto estadio larval
elegidas al azar, la sexualidad de la pupas se las determin6é por medio del tamafio de la
genitalia utilizando microscopio estereoscopico. Una vez clasificadas las pupas por especie
y sexo fueron introducidas en recipientes de 500 ml con agua declorada dentro de las jaulas
de 30 x 30 x 30 cm. (Imagen 15) situadas en camara de cria donde las condiciones

especificadas anteriormente, agrupandolas de manera correcta para llevar a cabo los

siguientes cruzamientos:

Imagen 15. Jaulas de cria de 30 x 30 x 30 cm..
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JaulaN° 1 =Cl1= & Cx. quinquefasciatus X Q Cx. pipiens

Realico Realico
F1 X F1
F2 X F2
JaulaN° 2 = C2= J Cx. quinquefasciatus X Q Cx. quinquefasciatus
Realico Realico
JaulaN° 3 =C3= J Cx. pipiens X Q Cx. pipiens
Realico Realico
Jaula N° 4 = C4= & Cx. pipiens X Q Cx. quinquefasciatus
Realico Realico
F1 X F1

Los adultos una vez emergidos fueron alimentados con pasas de uvas cortadas por la mitad,
durante tres dias y luego se les ofrecio sangre humana para suplir sus requerimientos de
proteinas en la oviposicion, luego las balsas fueron apartadas y criadas de manera similar a
la anteriormente descripta, luego se calcul6 el 1.S. y el DV/D a las exuvias larvales del
cuarto estadio y genitalia masculina respectivamente.

Imagen

5 RESULTADOS

5.1 Busqueda, captura y caracterizacién

A pesar de las condiciones himedo-seco de la Regién oriental de la provincia de La Pampa,
(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria Provincia de La Pampa, Universidad
Nacional de La Pampa, 2004) en todas las localidades muestreadas se pudo recolectar
material biologico y también se observé una alta disponibilidad de criaderos artificiales
tanto en gomerias como en los cementerios. Ademas se pudo observar que los criaderos
artificiales presentaban mas de una balsa de huevos y a la hora caracterizar estas balsas se
pudo apreciar que un solo recipiente se encontraban individuos pertenecientes tanto a Culex

pipiens como Culex quinguefasciatus o sus hibridos (Imagen 16), por lo tanto la
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caracterizacion por medio del I.S. y DV/D se llevé a cabo en cada uno de los individuos y
no por la caracterizacion de la cohorte, en caso donde se encontrd una balsa de huevos sin

eclosionar, si se la caracterizé por medio de un numero representativo de individuos.

96 um

96 pm

Imagen 16. A) Genitalia macho Culex pipiens. B) Genitalia macho Culex quinquefasciatus.
C) Genitalia macho Hibrido entre Culex pipiens y Culex quinquefasciatus.

35



5.2 Caracteres etologicos observados

Durante el periodo en el que se llevé a cabo el trabajo, se observo la posibilidad de
autogenia por parte de las hembras que fueron utilizadas para realizar las cruzas de pruebas.
Siendo detectado este caracter etoldgico en hembras de la F2 de hibridos entre hembras de
Culex quinquefasciatus y machos de Culex pipiens, los cuales ovipusieron 8 balsas o
jangadas a los 8 dias de emerger los adultos sin haber sido alimentados. La viabilidad y
supervivencia de estos huevos y sus correspondientes larvas fue muy alta ya que solamente
perecieron tres de éstas, una en estadio Il y dos en estadio IV. También se registrd
autogenia en una hembra perteneciente a un cohorte de Culex pipiens, que ovipuso una
balsa a los 13 dias del nacimiento, al igual que el restos de los deméas adultos fueron

alimentados con pasas de uvas y no se les ofrecio sangre para ingerir.
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5.3 Caracteres morfologicos

5.3.1 Indice DV\D de adultos colectados en campo

Tabla 3. Presencia del complejo Culex pipiens en cinco localidades de la provincial de La
Pampa, identificados mediante indice DV\D en genitalia de machos, capturados en estadio
larval. (Febrero, Marzo 2010)

Localidades Culex pipiens  Culex quinquefasciatus Hibridos  Total
Santa Rosa n 10 80 8 98
% 10,6 % 81,6 % 7,8 % 100 %
Winifreda n 38 10 0 48
% 79 % 21 % 0% 100 %
Castex n 84 22 4 110
% 76,4 % 20 % 3,6 % 100 %
Gral. Pico n 1 12 35 48
% 2% 73 % 25 % 100 %
Realico n 59 94 8 161
% 37,1 % 58 % 4,9 % 100 %

5.3.2 Indice del sifén de larvas colectadas en campo

La técnica empleada por Brogdon 1984 y 1981 para calcular el I.S, toma el ancho del sifon
aproximadamente en la porcion medial del sifon donde este es mas ancho pero el criterio de
cual es el punto de mayor curvatura es arbitrario, esto puede generar que una misma
muestra sea identificada de manera desigual por diferente técnico, al tomar la base como
ancho del sifon se estandariza la técnica, pero esto modifica el rango de 1.S. especifico para
cada componente del complejo Culex Pipiens, por este motivo se identificd a través del
indice DV\D una cohorte de Culex quinquefaciatus y otra de Culex pipiens, se calcul6 la
media y el desvio estandar del I.S. de las exuvias de cada uno de estas cohortes y luego se

construy6 un intervalo, en donde la resta de la media y el desvio estandar es el extremo
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hacia los negativos y la sumatoria de la media y el desvio estandar es el extremo opuesto
(Fig. 7). Asi los I.S. calculados de las muestras de campo que caigan en uno u otro intervalo
seran clasificados segin corresponda y los valores intermedios como hibridos. El
porcentaje de especimenes pertenecientes al complejo Culex Pipiens caracterizados

mediante el I.S. se presentan en la (Tabla 4).

Q ( - ) P
3 31 32 33 )[4 35 36 37 38 39 4 41 42 43 44 45 46 47 48 a9 §
|
[

R i S R I O S e B

Fig. 7 Rango 1.S. de Culex pipiens quinquefasciatus, Culex pipiens pipiens e hibridos.
(Febrero, Marzo 2010)

Tabla 4. Presencia del complejo Culex Pipiens en cinco localidades de la provincia de La
Pampa, identificado mediante I.S. en larvas cuarto de cuarto estadio. (Febrero, Marzo 2010)

Localidades Culex pipiens Culex quinquefasciatus Hibridos Total
n 17 65 23 105
Santa Rosa
% 16 % 62 % 22 % 100 %
o n 171 46 28 245
Winifreda
% 70 % 19 % 11 % 100 %
n 110 52 70 232
Castex
% 48 % 22 % 30 % 100 %
n 25 76 28 129
Gral. Pico
% 19 % 59 % 22 % 100 %
_ n 78 112 49 161
Realico
% 33% 47 % 420 % 100 %
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5.4 Cruzamientos de Prueba

5.4.1 Andlisis estadistico del indice 1.S.

Los cruzamientos realizados para la obtencion de cohortes puras de Culex quinquefasciatus,
Culex pipiens, asi como sus hibridos fue totalmente factible. La Tabla 6 presenta los
valores del analisis estadistico basico con medias, desvio estdndar, maximo y minimo para
el indice DV\D en las diferentes cruzas y filiales de la misma

El test de normalidad aplicado (Shapiro-Wilk) indicé que una de las muestras no sigue una
distribucion normal a un nivel de significancia del 5% (muestra color rojo). Por lo tanto se
procedié a analizar los datos mediante un test no paramétrico (Kruscal-Wallis), por medio
del cual se determind que las medianas de cada muestra son diferentes significativamente a
un nivel de significancia del 5% con una significancia asintética o un valor de P = ,000.
Luego se aplico el test de Dunn, dando como resultado que hay diferencia a un nivel de
significancia del 0,4166% para las medianas de los I.S. entre siguientes los cruces

(comparacién de muestras en color rojo):

1) C1yCs,
1) C2yCs,
2) C3yC4.
Donde:
Cl= 4 Cx. quinquefasciatus X @ Cx. pipiens
C2= 4 Cx. quinquefasciatus X Q Cx. Quinguefasciatus
C3= 4 Cx. pipiens X @ Cx. pipiens
C4= 4 Cx. pipiens X @ Cx. quinquefasciatus

En el resto de las diferentes combinaciones de comparacién entre cruzamientos, no

presentaron diferencia significativa.
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Tabla 5. Estadistica descriptiva del 1.S. de los cruzamientos de prueba y del I.S. de las

localidades muestreadas. (Febrero, Marzo 2010).

Cruza Largo Ancho I.S I.S. Promedio | Desvio Estandar | n

o Max | 1495 pm 345 um 4,6
Cx. pipiens _ 4,3 0,25 15
Min | 1311 pm 299 pm 3.8

) ) Max [ 1288 um 368 um 4,3
Cx. quinquefasciatus _ 3,6 0,29 42
Min | 1035 pm 276 um 3,1

Max | 1518 pm 391 um 4,3
C1 3.9 0,28 56
Min | 1150 pm 276 um 3,1

Max [ 1403 pm 368 um 4.3
C2 3,8 0,22 47
Min | 1150 pm 322 um 3,1

Max | 1380 pm 322 um 4,6
C3 4,3 0,31 17
Min | 1058 um 276 um 3,7

C4 Max | 1357 pm 345 um 4,2
Min | 1081 pm 299 um 3,1

3,7 0,29 26

Max | 1334 pm 345 um 55
Santa Rosa 3,7 0,35 146
Min 805 um 207 pm 3,1

Max [ 1596 pm 378 um 6,3

Winifreda 4,3 0,54 245
Min 840 um 210 pm 2,8
Max | 1663 pm 414 pm 5
Castex 4,1 0,39 151
Min 989 um 252 pm 2,8
Max [ 1357 pm 391 um 6
Gral. Pico 38 0,43 129
Min 920 um 253 pm 3
Max [ 1610 pm 391 um 53
Realico _ 39 0,36 239
Min 920 um 253 pm 3
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Pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk. (gl. = grados de

libertad. Sig. = Significancia.

Cruzamiento Shapiro-Wilk
Estadistico| gl. Sig.
C1 974 14 ,930
C2 ,930 41 ,014
'S e 901 17 070
C4 ,962 26 ,435

Prueba de Kruscal-Wallis.(gl.= grados de libertad)
Variable de agrupacién: Cruzamiento

.S
Chi cuadrado 25,028
gl 3
Sig. asintot. ,000
Post-Test de Dunn.
o= 0,004166
1-a= 0,995834
2,6383115
Z1o= 3
n= 98
n; 41 17 26
ni C2 C3 C4
14 Cl 23,225 27,079 24,872
41 C2 21,644 18,81
17 C3 23,402
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R; 43,67 80,68 43,23

Ri C2 C3 C4
40,36 Cl 3,31 40,32 2,87
43,67 C2 34,99 0,44
80,68 C3 37,45

5.4.2 Andlisis estadistico del indice DV\D

La Tabla 6 presenta los valores del andlisis estadistico basico con medias, desvio
estandar, maximo y minimo para el indice DV\D en las diferentes cruzas y filiales de la
misma. Los valores se corresponden correctamente con la bibliografia consultada.

El test de normalidad aplicado (Shapiro-Wilk) indicé que una de las muestras si presentan
una distribucién normal a un nivel de significancia del 5%, pero el test de Levene
comprueba que no presentan homocedasticidad de varianza a un nivel de significancia del
5%, por este hecho se seguiré aplicando el test no paramétrico (Kruscal-Wallis), por medio
del cual se determiné que las medianas de cada muestra son diferentes significativamente
con un nivel de significancia del 5% y con una significancia asintética o un valor de P =
,000. Luego se aplico el test de Dunn, dando como resultado que hay diferencia a un nivel
de significancia del 0,4166% para las medianas de los DV/D de todas las muestras
(comparacién de muestras en color rojo), a excepcion de la comparacién entre el

cruzamiento C4 y C1, el cual no presento diferencia significativa.
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Tabla 6. Estadistica descriptiva del DV/D de los cruzamientos de prueba y del DV/D de las
localidades muestreadas. (Febrero, Marzo 2010).

Cruza DV D DV/D | DV/D Promedio | Desvio Estandar | n

o Max | 19 pym | 144 ym 0,07
Cx. pipiens _ 0,06 0,05 7
Min Opm | 125 um 0

max 67 pm | 86 um 1,2

Cx. quinquefasciatus - 0,8 0,18 17
Min | 48 um | 48 um 0,6

Max | 48 um | 144 pm 0,5
C1 0,3 0,09 40
Min 19 pum | 96 um 0,2

Max | 87 pum | 86 um 11

C2 0,9 0,11 17

Min 58 um | 48 um 0,7

C3 Max | 14 pm | 154 um 0,1
0,06 0,03 21

Min Opm | 115 pum 0,03

Cc4 Max | 48 um | 125 um 0,5
0,3 0,05 21

Min 29 um | 87 um 0,3

Max | 87 pm | 154 pm 1,6
Santa Rosa _ 0,7 0,4 98
Min 8 um 48 um 0,06

Max | 77pm | 192pm | 16

Winifreda _ 0,2 04 48
Min 0 pum 58 pm 0
Max | 67 pm | 154 um 1,4

Castex _ 0,1 0,2 110
Min 0 pum 48 pm 0
Max | 77 pm | 116 pm 1,1

Gral. Pico 0,5 0,1 48

Min 29 um | 48 um 0,2

Max | 87 um | 154 um 1,8
Realico 0,5 0,4 161
Min 0 pum 29 um 0
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Pruebas de normalidad

Cuzamientos Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
C1 ,922 10 378
C2 ,940 17 314
DVD
C3 ,933 21 ,160
C4 ,948 21 ,315

Prueba de homogeneidad de varianzas (gl. = grados de

libertad. Sig. = Significancia).

DVD
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
11,863 3 65 ,000

Prueba de Kruscal-Wallis,., (gl. = grados de libertad. Sig.
Asintot. = Significancia asintética).

a. Prueba de Krus

b. Variable de agrupacion: Cruzamientos

kal-Wallis

DVD
Chi cuadrado 59,013
ol 3
Sig. asintat. ,000
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Post-Test de Dunn

a= 0,0041666
l-a=  0,995834
Zi,~=  2,63831153
n= 69
n; 17 21 21
n; C2 C3 C4
10 C1 21,0939 20,3363 [20,3363
17 C2 17,2686 17,2686
21 C3 16,3345
R 61 11 37,21
Ri C2 C3 C4
36,55 C1 24,45 25,55 0,66
61 C2 50 23,79
11 C3 26,21
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6 DISCUSION Y CONCLUSIONES

6.1 Deteccién de autogenia

La autogenia es la capacidad de realizar oviposicion sin ingesta de sangre previa, lo cual es
caracteristico en algunas especies de culicidos, dicha capacidad, influyen en ciertos
factores, como por ejemplo, ahorro del tiempo de busqueda de hospedador, la probabilidad
de morir accidentalmente durante la ingesta de sangre, relacion en tiempo de duracion de
estadios inmaduros con respecto al adulto, etc., que afectan en forma positiva la
supervivencia de la especie que la porta, ademas de presentar un ahorro energético.

Culex pipiens forma molestus se diferencia de la forma pipiens por presentar esta cualidad.
En la Argentina este caracter eco-fisiolégico fue detectado en poblaciones provenientes de
La Plata, Chubut y Rio Negro (Vinogradova, 2003; Mitchell, 1984; Pascual, 2004)

-En el presente trabajo se registrd autogenia en poblaciones de Culex pipiens caracterizadas
por medio del indice DV\D tomando valores entre 0 y 0,2 provenientes de la localidad de
Realic6 y Santa Rosa, oviponiendo una y dos balsas respectivamente. También se pudo
registrar la oviposicion de 8 balsas sin ingesta previa de sangre por parte de la F3 de

hibridos obtenidos en laboratorio a partir de la cruza “C1”.

6.2 Deteccién del complejo Culex Pipiens en el noreste de la provincia de La Pampa

El complejo Culex Pipiens en la Argentina esta representado por dos integrantes Culex
pipiens y Culex quinquefasciatus (Almiron et al., 1995; Darsie, 1985), que se diferencian
por las caracteristicas morfoldgicas y etologicas anteriormente descriptas. La distribucion
de estas dos especies en la Argentina esta bien diferenciada, donde Culex pipiens esta
registrado para la provincia de Mendoza, San Juan, Buenos Aires, Rio Negro, Neuquén,
Chubut y Santa Cruz, el extremo norte de su distribucién estaria comprendido entre la
latitud 35° y 34°. A diferencia Culex quinquefasciatus que esta registrado para las
siguientes Provincias: Buenos aires, Catamarca, Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa,

Jujuy, La Rioja, Misiones, Salta, Santa Fe, Santiago del Estero y Tucuman, donde el
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extremo sur de su distribucién estaria comprendido aproximadamente en la latitud 32°, es
decir que la distribucion de Cx. pipiens abarcaria la region sur de una linea imaginaria que
corre entre Buenos Aires y Sur de la provincia de San Juan, siendo que Cx.
quinquefasciatus se haria presente al norte de la misma (Mitchell et al., 1984). Para la
provincia de La Pampa, Carpintero y Leguizamon (2004) mencionan la ocurrencia de Culex
quinquefasciatus, pero no especifican estado, sexo y estadio del/los ejemplar/es
capturado/s, asi como también la técnica utilizada para la identificacion. En lo que respecta
a formas hibridas, Brewer et al., (1987) menciona su presencia en Quebracho Flojo (Rio
Seco), Cordoba capital y Huascha (Cruz de Eje, aproximadamente latitud 30° 36' S) en la
provincia de Coérdoba, comprendidos entre la latitud 30° S 'y 32° S, Almiroén et al., (1995)
detalla la presencia de hibridos en ciudad de Rosario, provincia de Santa Fe, latitud 32° 56’
S y Antunes de Morais et al., (2010) en ciudad de La Plata, provincia de Buenos Aires,
hasta la latitud 35° S. (Mitchell et al., 1984; Almirén et al., 1995; Pascual, 2004;
Vinigradoba, 2003; Almirén y Brewer 1996; Antunes de Morais et at., 2010).

-Por lo tanto, en el presente trabajo se da a conocer la presencia de Culex quinquefasciatus
en la Provincia de La Pampa, especificando correctamente los indices morfométricos
calculados.

-También se cita por primera vez a Culex pipiens en la Provincia de La Pampa.

-De acuerdo a lo expresado los registros de hibridos del Complejo Pipiens en la Argentina
se localizan entre las latitudes 30° 36" S (Huascha) y 36° 37' S (Santa Rosa), y entre las
longitudes 57° 57' O (La Plata) hasta 64° 48' O (Cruz del Eje), Hasta el momento, ya que
no hay estudios realizados al Oeste de esa posicion.

6.3 Pruebas de cruzamiento hibridos

-Los datos obtenidos a partir de los cruzamientos de prueba permiten afirmar la
interfertilidad entre poblaciones de Culex pipiens y Culex quinquefasciatus provenientes de
la provincia de La Pampa, considerarlos a ambos como sub especies bajo la definicion

bioldgica de especie, coincidente con la bibliografia consultada.
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6.4 Caracteres morfologicos

-El 1.S. no es una medida morfométrica apta para discriminar entre Culex pipiens y Culex
quinguefasciatus asi como sus formas intermedias si bien en la bibliografia consultada se
menciona que puede haber ciertas diferencias entre los I.S. debido a las diferentes técnicas
y técnicos que se emplean y/o realizan las mediciones respectivamente, es considerada una
caracteristica morformétrica apta para identificar a estos formas intermedias, el presente
trabajo no coincide con esta posibilidad.

-A diferencia del I.S. el indice morformétrico DV/D es perfectamente apto para poder
llevar a cabo la diferenciacion entre Cx. Pipiens y Cx. quinquefasciatus, estando totalmente
de acuerdo con la bibliografia consultada. Considerandose Cx. pipiens a los individuos con
valores para el indice DV/D comprendidos entre 0 y 0,1, Cx. quinquefasciatus para valores

comprendido entre 0,7 y 1 y formas intermedias para valores intermedios.
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